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气相色谱法测定鱼油微胶囊中 EPA和 DHA的含量

刘爱琴, 罗超杰, 孙晓霞, 许新德, 洪毅敏

(浙江医药股份有限公司新昌制药厂, 新昌 � 312500)

� � 摘 � 要: 鱼油富含 �- 3不饱和脂肪酸, 主要包括二十碳五烯酸 ( E icosapentaeno ic ac id, EPA ) 和二十二

碳六烯酸 ( Docosahexaeno ic acid, DHA )。本文主要研究了用气相色谱内标法测定鱼油微胶囊产品中的 EPA和

DHA的含量。在充氮保护下, 采用氢氧化钾 -甲醇酯化法将鱼油微胶囊中的脂肪酸快速、有效地转化成脂肪

酸甲酯, 以二十一碳脂肪酸甲酯为内标, 建立了 EPA和 DHA的定量分析法。使用 HP- INNVOWAX毛细管柱

( 30m � 0�25mm � 0� 25�m ), 载气为氦气, 其流速为 1� 8mL /m in, 检测器温度为 280 。该方法对 EPA和 DHA

定量分析的相对标准偏差分别为 1�09%和 1�05% , 平均回收率分别为 99�5%和 99�3%。此检测方法简便快

速、准确度高, 适合于对大量样品的分析。
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Determ ination of the EPA and DHA in

m icroencapsulation by gas chromatography

LIU Ai�qin, LUO Chao�jie, SUN X iao�xia, XU X in�deHONG Yi�m in

( ZhejiangM ed icine Co. L td. , X inchang Pharmaceut ica lFactory, X inchang 312500)

Abstrac t: F ish o il had plenty of � - 3 po lyunsa turated fatty ac ids, m a in ly inc lud ing E icosapen taeno ic acid ( EPA )

and Docosahexaeno ic ac id ( DHA). The me thod o f determ ination o f EPA and DHA in them icroencapsulation o f fish o il

w as d iscussed. W ith the pro tection o fN 2, fatty ac id in fish o ilwas derived asm e thy l esters using KOH - CH3OH so lu�

tion. A quantitativem ethod w ith C21 !0 as interna l standard w as determ ined for ana ly zing EPA and DHA by Gas Chro�

m atography. HP- INNVOWAX co lum n ( 30m � 0�25mm � 0�25�m ) w as app lied. The carr ier gas was helium and its

flow rate was 1�8mL /m in. The detector tem peraturew as 280 . The prec is ions of the m ethod for the de term ination of

EPA and DHA w as 1� 09% and 1� 05% of RSD, respectively. The recoveries of EPA and DHA w as 99�5% and

99�3% respective ly. Them ethod was sim ple, rap id, accurate and fit for la rge num ber o f samp les ana lys is.

K ey words: e icosapentaeno ic acid; docosahexaeno ic ac id; gas chrom atography; m icroencapsu la tion

鱼油是一种从海洋鱼类的脂肪中精炼而成的

天然健康品, 富含 � - 3不饱和脂肪酸。海产鱼

油中或多或少地含有二十碳四烯酸 ( A rachidon ic

acid, AA )、二 十碳五烯 酸 ( E icosapentaeno ic

acid, EPA )、二十二碳五烯酸 ( Docosapentaeno ic

ac id, DPA ) 和二十二碳六烯酸 ( Docosahexaeno ic

ac id, DHA ) 这四种长碳链多不饱和脂肪酸
[ 1]
。

但一般说来, 在鱼油中这四种长碳链脂肪酸只有

EPA和 DHA含量较高, 而且对人体的健康也较

有益处。有预防心脑血管疾病、调节血酯、降低
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血液粘稠度、预防脑血栓和脑梗塞、降低血压引

起的脑供血不足、健脑益智、改善和增加记忆、

增强人体抗癌免疫功能、抑制炎症及改善视力等

功能
[ 2- 8]
。用其制成的医药品和营养保健品, 具

有一定的医疗保健功能, 自上世纪一经发现而倍

受青睐。

由于鱼油中的 EPA和 DHA是高不饱和脂肪

酸, 极易受氧、光、热、金属元素及自由基的影

响发生氧化、酸败、聚合、双键共轭化等化学反

应, 使鱼油产生一种特殊的刺激性臭味和苦味,

不仅影响鱼油的风味和品质, 还使鱼油失去了营

养和医用价值, 对人体或动物无益, 反而极为有

害。即使鱼油中添加维生素 E或其他抗氧化剂,

也难以长期保存。此外, 鱼油在常温下呈液态,

冬季为稠状半固体状态, 加工使用、贮藏和运输

均不方便。针对上述问题, 我们采用微胶囊技术

将鱼油包埋起来, 制成鱼油微胶囊, 这样既可掩

盖鱼油的腥味, 又解决了 EPA和 DHA在加工和

保存期的氧化稳定性问题, 从而为鱼油产品的广

泛应用开拓了途经。本文针对微胶囊鱼油微粒或

干粉中的 EPA和 DHA的检测方法进行考察, 力

求寻找一种简便快速的气相检测方法。

1� 实验部分

1�1� 仪器与材料
仪器: 气相色谱仪 ( Ag ilent 6890)

试剂: 鱼油微粒 /干粉, 新昌制药厂生产

正己烷、正庚烷、硫酸、甲醇、氢氧化钾、

无水硫酸钠均为分析纯

EPA甲酯、DHA甲脂标准样品: Sigma公司;

EPA甲酯、DHA甲酯、C21 !0甲酯标准样

品: 分别用正庚烷配制成浓度为 1mg /mL的溶液。

1�2� 鱼油微胶囊微粒 /干粉样品前处理

油脂中的脂肪酸以脂肪酸甘油酯的形式存

在, 但其沸点很高, 不利于色谱分析。因此对深

海鱼油样品进行总脂肪酸含量以及对各脂肪酸组

分的分析测定前必须对样品进行前处理。目前运

用最广泛的就是采用甲基酯化法将甘油酯转化为

甲酯。

1�2�1� 鱼油微胶囊微粒 /干粉的预处理

称取约 1g的鱼油微胶囊微粒 /干粉于 200mL

具塞锥形瓶中, 加 10mL蒸馏水, 摇匀, 必要时

在温热的水浴中加热溶解, 使之完全分散均匀,

超声 15m in。加入 100�0mL正己烷, 10mL无水乙

醇, 盖紧塞子, 摇匀, 然后超声 10m in。再加

5mL无水乙醇, 摇 30s, 重复两次。静置分层,

取 25�0mL有机相转入 50mL圆底烧瓶中, 60 水

浴旋转蒸发器蒸去溶剂。烧瓶中提取得到的物质

进行气相分析, 继续作下一步处理。

1�2�2� 鱼油甲酯化方法
对步骤 1�2�1处理得到的物质进行甲酯化,

加 10�0mL内标溶液, 摇匀; 加入 0�5mL 2N的氢
氧化钾 - 甲醇溶液, 振荡器上振动 10m in; 将溶

液转到 50mL 的离心管中, 1500rpm /m in离心

5m in, 取上层有机相到样品瓶中, 取 1�L进气相

色谱仪。

1�3� 色谱分析条件
检测器: 氢火焰检测器

色谱柱: HP - INNOWAX ( 30m � 0�25mm �

0�25�m );
载气: 氦气, 流速为 1�8mL /m in;
检测器温度: 280 ;

分流比率: 40 !1

采用程序升温: 120 保持 1m in, 然后以

10 /m in的速率升至 250 , 保持 5m in;。进样

量: 1�L。

2� 结果与讨论

2�1� 鱼油甲酯化方法的比较筛选
鱼油中的脂肪酸以脂肪酸甘油酯的形式存

在, 其沸点很高, 不利于色谱分析, 而脂肪酸甲

酯的挥发性较高, 便于色谱分析, 因此采用甲酯

化方法将甘油酯转化为甲酯。前人多采用盐酸 -

甲醇或硫酸 -甲醇在加热回流条件下将脂肪酸甲

基化后进行分离、提取, 这一方法步骤繁琐、费

时长且相对比较昂贵, 因此本文采用氢氧化钾 -

甲醇溶液作为酯化溶液进行甲酯化。

2�2� 甲酯化条件的优化
检测同一批次的鱼油微粒样品, 采用氢氧化

钾 -甲醇法, 甲酯化条件控制分别如下: 样品 1:

甲酯化条件为 60 水浴, 酯化十分钟; 样品 2:

常温条件下, 振荡器上振动 10m in; 样品 3: 常温
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条件下, 振荡器上振动 30m in。由表 1可见: 常

温条件下进行甲酯化效果比 60 下甲酯化好, 其
原因可能是, 多不饱和脂肪酸对温度较为敏感,

在高温下易氧化, 致使含量降低。样品 2和样品

3检测结果相差较小, 可见常温下振动 10m in样

品中的 EPA和 DHA已完全酯化。因此, 我们确

定酯化最佳条件为: 常温振动 10m in。

表 1� 样品检测结果

样品 1 样品 2 样品 3

EPA- M (% ) 1�18 1�22 1�23

DHA- M (% ) 5�45 5�62 5�57

总 n- 3 (% ) 6�63 6�84 6�80

2�3� 充氮气保护的选择
按方法规定的条件进行检测, 一组在检测过

程中充氮气保护, 另一组不充氮气保护, 由表 2

可见, 不充氮气的一组 DHA、 EPA结果明显偏

低。这是因为该类物质是多不饱和脂肪酸, 其分

子结构中有五六个双键, 很容易受氧、光、热、

金属元素及自由基的影响产生氧化、酸败、聚

合、双键共轭化等化学反应, 使结果偏低, 因此

本文选择使用充氮气保护。

表 2� 氮气保护的影响

检测项目 不充氮气 充氮气

DHA - M (% ) 1�34 1�85

EPA- M (% ) 4�31 5�69

总 n- 3 (% ) 5�65 7�54

2�4� 色谱柱的选择
我们曾采用色谱柱: HP- 5毛细管柱 ( 30m

� 0�32mm � 0�25�m), HP- 1毛细管柱 ( 30m �

0�32mm � 0�25�m ), HP - INNVOWAX毛细管柱

( 30m � 0�25mm � 0�25�m ), 比较其分离效果。
实验结果表明, HP- INNVOWAX毛细管柱 ( 30m

� 0�25mm � 0�25�m ) 柱在上述气相色谱条件下
鱼油中的多不饱和脂肪酸甲酯之间的分离效果最

好。

2�5� 样品检测
DHA甲酯保留时间为 17�28m in, EPA甲酯

保留时 间为 14�71m in, 内标物保 留时间为
12�10m in, EPA、DHA 与其它组分分离效果较

好, 峰形良好, 分析时间约 20m in, 说明方法采

用色谱条件合适。色谱图见图 1。

图 1� 鱼油微胶囊样品色谱图

2�6� 精密度试验
对同一批次鱼油样品平行检测 6次, 其结果见表 3, 变异系数为 1�05% ~ 1�09%, 可见本方法具有

较好的重复性。
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表 3� 精密度试验结果表

1 2 3 4 5 6 平均值 标准偏差 RSD (% )

EPA- M 1�81 1�83 1�79 1�85 1�83 1�82 1�82 0�02 1�09

DHA- M 5�39 5�64 5�31 5�76 5�51 5�48 5�67 0�06 1�05

2�7� 加标回收率
在已知含量的样品中分别加入适量的 EPA -

M、DHA - M标准品溶液, 回收试验结果见表 4,

回收率在 98�3% ~ 100�5% 之间, 平均回收率分
别为 99�5%和 99�3%。可见本方法的准确性能满
足该类产品的分析要求。

表 4� 回收试验结果

样品中含量 ( mg) 加入标样 (m g) 总量 (m g) 测得值 (m g) 回收率 (% )

1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3

平均回收

率 (% )

EPA- M 18�2 18�2 18�2 0�5 1�5 2�5 18�7 19�7 20�7 18�8 19�5 20�6 100�5 98�5 99�5 99�5

DHA- M 56�6 56�6 56�6 1�0 2�0 4�0 57�6 58�6 60�6 57�8 57�6 60�1 100�3 98�3 99�2 99�3

3� 结论
( 1) 试验得出: 在充氮保护下, 采用氢氧化

钾 -甲醇法, 常温下振动 10m in进行甲酯化, 该

酯化条件下酯化较为完全, 且操作简单方便。

( 2) 本文建立了微胶囊鱼油中 EPA和 DHA

的气相色谱测定的分析方法。该方法有较好的精

密度和回收率, 并且该检测方法操作简便快速,

为鱼油微胶囊产品的生产和应用提供了依据。
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